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Abstract Of W0951 8601 

A method for preparing liposomes by (1) mixing together an aqueous solvent, a surfactant including a 
hydrophilic terminal and a C2-16 hydrocarbon chain, a sterol and/or a membrane protein, and/or a 
product to be encapsulated, to dissolve the sterol and/or the product to be encapsulated; (2) mixing the 
resulting composition with a lipid surfactant to form a uniform lamellar liquid crystal phase or a liquid 
crystal phase suspension in water; and (3) converting the liquid crystal phase or liquid crystal phase 
suspension into liposomes. 
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(54) Title: METHOD FOR PREPARING LIPOSOMES WITHOUT USING AN ORGANIC SOLVENT 



(54) Titre: PROCEDE DE PREPARATION DE LIPOSOMES SANS UTOJSATION DE SOLVANT ORGAMQUE 
(57) Abstract 



A method for preparing liposomes by (1) mixing together an aqueous solvent, a surfactant including a hydw^hilic terminal and a 
C2.16 hydrocarbon chain, a sterol and/or a membrane protein, and/or a product to be encapsulated, to dissolve the sterol and/or the product 
to be encapsulated; (2) mbcing the resulting composition with a lipid surfectant to form a uniform lamellar liquid crystal phase or a liquid 
crystal phase suspension in water; and (3) converting the liquid crystal phase or liquid aystal phase suspension into liposomes. 

(57) Abr^g£ 

La pr&ente invention conceme un pioc6d6 de pr6paration de Uposomcs comprenant 1) Ic melange d'un soivant aqucux, d'un 
tensioactif con^renant une tete hydrophile et une chaine hydrocarbonn6e en C2 i Cie. d'un sterol et/ou une piot£ine membranaire et/ou 
d'un pioduit k encapsuler de fa^n k obtwiir une dissolution du st6rol et/ou du produit & cncapsuler, 2) le mflange de la composition ainsi 
obtaiue avec un tensioactif lipidique de fa^on k former une phase cristal liquide lamellaine homog&ne ou une suspension de phase cristal 
liquide dans de Teau; el 3) la transformation de la phase cristal liquide ou de la suspension de phase cristal liquide en liposomes. 
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Procede de preparation de liposcgnes sans utilisation 

de solvant organique. 

La presente invention concerne un procede de 
preparation de liposomes sans utilisation de solvant 
organique. 

Les liposomes comprennent habituellement un 
5 tensioactif lipidique ainsi que du cholesterol et/ou 
un/des produit(s) actif(s) encapsule(s) . Le cholesterol 
(plus generalement un sterol) se lie avec le phospholi- 
pide pour ameliorer les proprietes elastiques et d'im- 
permeabilite de la membrane lipidique. Si le cholesterol 

10 ou le produit act if a encapsuler sont melanges directe- 
ment avec le lipide et le solvant aqueux, le melange 
reste inhomogene. Par exemple, on peut observer que le 
cholesterol reste apres plusieurs jours sous forme de 
petits cristaux qui ne se dissolvent pas dans la prepara- 

15 tion meme par adjonction d*un grand exces d'eau. Afin de 
pallier a ce probleme on passe par un procede dit 
"d'atomisation" (voir EP-A-87 993) qui comprend le me- 
lange des differents constituants dans un solvant 
organique (generalement chlore tel que le chloroforme ou 

20 le dichloromethane, le methanol est aussi utilise) avant 
leur utilisation en milieu aqueux. L ' evaporation de ce 
solvant produit une poudre qui est ensuite utilisee 
directement dans le procede de preparation des liposomes 
(voir par exemple EP~A-0 107 559). L ' inconvenient de ce 

25 procede est que le passage par 1 ' atomisation peut laisser 
des traces (petites mais impossible a faire disparaitre) 
de solvant dans la preparation finale. Compte tenu des 
effets nuisibles sur la sante de telles traces il est 
indispensable d'arriver a preparer des liposomes sans 

30 utiliser de solvant organique. 

Des precedes semblables sont utilises pour 
incorporer dans des liposomes des proteines membranaires , 
c*est-a-dire des proteines solubles dans les membranes 
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liquide obtenue au deuxieme stade. 

On decrira maintenant de f agon plus detaillee 
la presents invention. 

Le tensioactif utilise au premier stade 
5 comprend une chaine carbonee en C2 a C^g ramifiee ou non 
et de preference en Cg a C^^. 

La tete hydrophile est generalement un alcool 
ou un alcool ethoxyle mais peut etre aussi un acide 
carboxylique ou un sel d* acide gras, un ammonium quater- 

10 naire, un sulfonate ou un sulfate ou tout autre groupe- 
ment ionique ou non ionique polaire. 

Dans le premier stade, le solvant aqueux, le 
tensioactif et le cholesterol et/ou une proteine membra- 
naire et/ou le produit a encapsuler sont melanges en 

15 proportions adequates. Generalement, le tensioactif est 
utilise en une proportion de 1 a 50 % en poids, de prefe- 
rence de 5 a 25 % et le cholesterol en une proportion de 
0 % a 25 % en poids. Apres agitation, generalement le 
melange est laisse 1 a 2 heures au repos. On peut dans 

20 certains cas solubiliser le cholesterol dans ce melange 
avec ou sans chauffage (40 a 100* Celsius) et agitation. 
Cette solubilisation peut durer de quelques heures a 
quelques jours. II est possible de solubiliser aussi dans 
certains cas d'abord le cholesterol dans le tensioactif 

25 lorsqu'il est liquide (alcool, alcool ethoxyle, etc ) 

puis d'ajouter le solvant aqueux. 

Dans le deuxieme stade, le tensioactif 
lipidique est ajoute a la composition obtenue au premier 
stade en proportion necessaire pour la formation d'une 

30 phase cristal liquide ou d ' une suspension de phase 
cristal liquide dans I'eau. Typiquement on ajoute de 1 
a 50 %, de preference de 5 a 25 % en poids de tensioactif 
lipidique. De preference, le tensioactif lipidique est 
ajoute en une quantite superieure a celle du tensioactif 

35 utilise au premier stade. Le tensioactif lipidique est 
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choisi parmi ceux classiquement utilises pour la fabrica- 
tion des liposomes et est generalement un phospholipide. 
Generalement le melange est agite douceraent pendant 5 a 
48 heures. Si necessaire on peut le porter a une terapera- 
5 ture plus elevee de I'ordre de 60-80° Celsius afin 
d'accelerer le processus de dissolution. Puis le melange 
est ramene a temperature ambiante. Dans certains cas, on 
peut ajbuter le produit a encapsuler a ce moment, juste 
avant d'ajouter le tensioactif lipidique. 

10 On obtient aiiisi une phase cristal liquide 

lamellaire homogene ou une suspension de phase cristal 
liquide dans un exces d'eau. L' ensemble du cholesterol 
et/ou du produit actif a encapsuler ont ete solubilises. 
On peut alors utiliser cette pate pour preparer des 

15 liposomes selon une methode classique ( ultrasonication, 
extrusion) ou par cisaillement constant selon le precede 
decrit dans FR-A 2 689 418. 

Comme indique precedemment , dans certains 
cas, on obtient la formation de spherulites spontanees 

20 sans le besoin d'etapes supplementaires. Ces spherulites 
peuvent etre facilement caracterisees par microscopie 
optique a contraste de phase ou ordinaire lorsque leur 
taille est suf f isamment importante et/ou par cryofracture 
et microscopie electronique. Lorsque le dosage conduit 

25 a la formation de spherulites spontanees, la creme 
obtenue apres le second stade peut etre diluee directe- 
ment dans une solution aqueuse et les liposomes initia- 
lement empiles de fagon compacte se separent et restent 
en suspension diluee. Lorsqu'un produit actif a ete 

30 incorpore lors de la premiere etape, celui-ci se retrouve 
a 1 ' interieur des liposomes. 

II est a noter que par ailleurs on peut 
disperser les liposomes obtenus dans une phase huileuse. 
Dans ce cas, la dispersion est homogene apres une 



35 
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agitation de quelques minutes. Cependant, au bout de 
quelques heures, les liposomes finissent par decanter 
mais peuvent etre remis en suspension par simple agita- 
tion. La phase huileuse que l*on peut utiliser peut etre 
5 entre autres une huile minerale ou une huile vegetale. 

Le precede selon 1- invention permet d'incor- 
porer une substance active du point de vue pharmaceutique 
ou cosmetique, substance qui peut etre incorporee suivant 
sa nature, soit dans les parties aqueuses, soit dans les 
10 parties formees par les tensioactif s . 

A titre d'exemples de substances actives, on 

peut citer : 

- dihydroxyacetone ( DHA ) , 

- alpha hydroxy acides (acide de fruits) et plus specif i- 
15 quement acides glycol iques, lactiques, tartriques, 

salyciliques , 

- f litres solaires hydrosolubles et liposolubles, 

- huiles essentielles, 

- composes insaponif iables, 
20 - hyaluronate de sodium, 

- TiOj micronise, 

- ceramides, 

- cafeine, 

- vitamines A, E et C. 

25 

Les exemples suivants illustrent la presente 

invention. 

EXEMPLE 1 

1,5 g de pentaoxyethylene lauryl ether 
30 (C12E5) de la societe NIKKOL est dissous dans 7g d'eau. 
On ajoute 0,14 g de cholesterol (MERCK). On melange et 
I'on peut clairement voir avec les yeux et sous micros- 
cope optique les cristaux de cholesterol non dissous. On 
porte le melange a 80' pendant 12 heures afin d'obtenir 
35 une complete dissolution du cholesterol dans le melange 
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choisi parmi ceux classiquement utilises pour la fabrica- 
tion des liposomes et est generalement un phospholipide . 
Generalement le melange est agite doucement pendant 5 a 
48 heures. Si necessaire on peut le porter a une tempera- 
5 ture plus elevee de I'ordre de 60-80'' Celsius afin 
d'accelerer le processus de dissolution. Puis le melange 
est ramene a temperature ambiante. Dans certains cas, on 
peut a j outer le produit a encapsuler a ce moment, juste 
avant d'ajouter le tensioactif lipidique. 

10 On obtient ainsi une phase cristal liquide 

lamellaire homogene ou une suspension de phase cristal 
liquide dans un exces d'eau, L' ensemble du cholesterol 
et/ou du produit actif a encapsuler ont ete solubilises. 
On peut alors utiliser cette pate pour preparer des 

15 liposomes selon une methode classique ( ultrasonication, 
extrusion) ou par cisaillement constant selon le precede 
decrit dans FR-A 2 689 418. 

Comme indique precedemment , dans certains 
cas, on obtient la formation de spherulites spontanees 

20 sans le besoin d'etapes supplementaires, Ces spherulites 
peuvent etre f acilement caracterisees par microscopie 
optique a contraste de phase ou ordinaire lorsque leur 
taille est suf f isamment importante et/ou par cryof racture 
et microscopie electronique . Lorsque le dosage conduit 

25 a la formation de spherulites spontanees, la creme 
obtenue apres le second stade peut etre diluee directe- 
ment dans une solution aqueuse et les liposomes initia- 
lement empiles de fagon compacte se separent et restent 
en suspension diluee. Lorsqu'un produit actif a ete 

30 incorpore lors de la premiere etape, celui-ci se retrouve 
a 1 ' interieur des liposomes . 

II est a noter que par ailleurs on peut 
disperser les liposomes obtenus dans une phase huileuse. 
Dans ce cas, la dispersion est homogene apres une 



35 
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1' issue du deuxieme stade. 

EXEMPLE 4 

On opere comme a 1' example 1, mais on 
remplace le C12E5 de la societe NIKKOL par du LAUROPAL 
5 de la societe WITCO (constitue principalement de C12E5) 
et en utilisant les proportions suivantes : 
1,1 g de LAUROPAL 0205 
1,9 g de lecithine de soja 
0,2 g de cholesterol 
10 6/8 g d'eau 

ou 

0,4 g de LAUROPAL 0205 
2,5 g de lecithine de soja 
0,25 g de cholesterol 
15 6,8 g d'eau. 

EXEMPLE 5 

On opere comme a I'exemple 1 mais en utili- 
sant un autre tensioactif non-ionique : LAUROPAL 4 de la 
societe WITCO (constitue principalement de C12E4) et les 
20 proportions suivantes : 

1,5 g de LAUROPAL 4 

2,5 g de lecithine de soja 

0,25 g de cholesterol 

6 g d'eau 

25 ou 

0,7 g de LAUROPAL 4 

3,3 g de lecithine de soja 

0,33 g de cholesterol 

6 g d'eau. 
30 EXEMPLE 6 

On opere comme a I'exemple 1 en utilisant un 
autre tensioactif non-ionique : REMCOPAL 121 de la 
societe CECA (constitue principalement de C12E3) et les 
proportions suivantes : 
35 0,7 g de REMCOPAL 121 



wo 95/18601 



PCT/FR95/00012 



8 

3 g de lecithins de so J a 
0,33 g de cholesterol 
6 g d'eau 

ou 

5 0,5 g de REMCOPAL 121 

3 g de leci thine de soja 
0,35 g de cholesterol 
6 g d'eau. 
EXEMPLE 7 

10 On opere comme a 1 ' exemple 1 en utilisant : 

1 g d'oleate de potassium (Aldrich) 
3 g de lecithine de soja 
0,3 g de cholesterol 
6 g d'eau 

15 ou 

0,5 g d'oleate de potassium 

3,5 g de lecithine de soja 

0,35 g de cholesterol 

6 g d * eau . 
20 EXEMPLE 8 

On incorpore dans 1 ' eau de preparation . de 
1' exemple 4 (deuxieme composition) une concentration de 
10"^ molaire de calceine. On peut apres preparation 
verifier que la sonde fluorescente (calceine) a bien ete 
25 incorporee en mesurant la cinetique de declin de fluo- 
rescence par extinction avec du cobalt. 

EXEMPLE 9 

On met dans un erlen 2,5 g de Remcopal 121 
30 (CECA) et 0,8 g de cholesterol (Aldrich). On ajoute 4 g 
d*eau, melange puis laisse reposer pendant 2 a 3 heures 
a 65° C jusqu'a dissolution complete du cholesterol, on 
laisse refroidir a temperature ambiante. On ajoute 10 g 
de lecithine Phospholipon 90P ( Nattermann) , on melange 
35 pendant quelgues minutes, ajoute goutte a goutte 8,5 g 
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d*une solution aqueuse contenant 40 % en poids de DHA 
(Merck) et a juste a pH3 avec de I'acide chlorhydrique. 
On melange intimement afin d'obtenir une pate homogene 
et laisse reposer 24 h a temperature ambiante. 
5 On peut ensuite diluer cette pate dans de 

I'eau pour obtenir une suspension homogene de capsules 
contenant la DHA. On a juste ensuite le pH a pH = 5, ce 
qui permet d' avoir une formulation externe des capsules 
a ce pH tout en gardant la DHA dans les capsules S un pH 
10 plus acide. Des mesures de pH et des dosages en fonction 
du temps permettent de verifier que la degradation de la 
DHA est ralentie lorsque celle-ci est microencapsulee par 
rapport a une solution aqueuse simple. 

15 EXEMPLE 10 

On met dans un erlen 2,5 g de Remcopal 121 et 
0^8 g de cholesterol. On ajoute 4 g d'eau, melange puis 
laisse reposer pendant 2 a 3 heures a 65° C jusqu'a 
dissolution complete du cholesterol. On laisse refroidir 

20 a temperature ambiante. On ajoute 10 g de lecithine 
Phospholipon 90P et 1 g d' acide salicylique (Aldrich). 
On melange pendant quelques minutes, ajoute goutte a 
goutte 7 g d'une solution aqueuse contenant 42 mg de 
parahydroxybenzoate de methyle sodes, 89 mg de paraphy- 

25 droxybenzoate de propyle sodes et 127 mg de 2-phenoxy 
ethanol (Aldrich). On melange pendant quelques minutes 
et laisse reposer 24 h a 37* C. Cette pate homogene peut 
ensuite etre dispersee dans de I'eau pour former des 
liposomes multilamellaires contenant 1* acide salicylique. 

30 Une separation par centrif ugation puis un dosage permet 
de montrer que plus de 70 % de 1 ' acide est contenu dans 
les capsules. L'ajout d'un indicateur colore a la 
preparation permet de montrer en effectuant un dosage 
acido-basique que 1 ' interieur des capsules est a un pH 

35 de 2 unites de pH environ plus faible que 1 ' exter^ieur . 
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EXEMPLE 11 

On met dans un erlen 2,5 g de Remcopal 121 et 
0,8 g de cholesterol. On ajoute 4 g d'eau, melange puis 
laisse reposer pendant 2 a .3 heures a 65** C jusqu*a 
5 dissolution complete du cholesterol, laisse refroidir a 
temperature ambiante. On ajoute 10 g de lecithine 
Phospholipon 90? . On melange pendant quelques minutes, 
ajoute goutte a goutte 8,5 g d'une solution agueuse 
contenant 1 % de hyaluronate de sodium ( Laboratoire 

10 Bomann). On laisse reposer 24 h. On peut disperser ce 
melange dans de I'eau afin d*obtenir une suspension 
aqueuse de capsules contenant le hyaluronate de sodium. 

On peut egalement disperser le melange dans 
de 1 ' huile de ricin et obtenir une suspension horoogene 

15 de capsules qui peut etre utilisee dans des preparations 
futures- Cependant, au bout de quelques heures les 
capsules decantent mais peuvent etre remises en suspen- 
sion par simple agitation. 

20 EXEMPLE 12 ( f iltre solaire soluble dans 

1 ' eau ) • 

On prepare une phase aqueuse contenant 10 % 
d'Eusolex 232 (Merck) : phase A. 

On met dans un erlen 2,3 g de Remcopal 121 et 

25 0,8 g de cholesterol, ajoute 4 g d'eau, on melange puis 
laisse reposer pendant 2 a 3 heures a 65° C jusqu'a 
dissolution complete du cholesterol, on laisse refroidir 
a temperature ambiante. On ajoute 11,3 g de lecithine 
Phospholipon 25P ( Nattermann ) . On melange pendant 

30 quelques minutes, ajoute goutte a goutte 7 g de phase A. 
On laisse reposer 24 h. La preparation peut etre disper- 
see dans de I'eau ou de 1' huile afin d' obtenir une 
suspension de capsules contenant le f iltre solaire - 
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EXEMPLE 13 (filtre solaire soluble dans 

I'huile). 

On met dans un erlen 6 g de Remcopal 121 et 
1,5 g de cholesterol, ajoute 8 g d'eau, on melange puis 
5 laisse reposer pendant 2 a 3 heures a 65' C jusqu'a 
dissolution complete du cholesterol* On laisse refroidir 
a temperature ambiante. On ajoute 18 g de lecithine 
Phospholipon 25P. On ajoute 6 g de methoxycinnamate, 
melange pendant quelques minutes, ajoute goutte a goutte 
10 16 g d'eau. On laisse reposer 24 h, la preparation peut 
etre dispersee dans de l*eau afin d^obtenir une suspen- 
sion de capsules contenant le filtre solaire. 
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REVENDICATIONS 

1. Precede de preparation de liposomes 

comprenant : 

1 ) le melange d ' un solvant aqueux , d ' un 
5 tensioactif comprenant une tete hydrophile et une chaine 
hydrocarbonee en Cj a Cigf d'un sterol et/ou une proteine 
membranaire et/ou d'un produit a encapsuler de fa^on a 
obtenir une dissolution du sterol et/ou du' produit S 
encapsuler ; 

10 2) le melange de la composition ainsi obtenue 

avec un tensioactif lipidique de fagon a former une phase 
cristal liquide lamellaire homogene ou une suspension de 
phase cristal liquide dans de I'eau, et 

3 ) la transformation de la phase cristal 

15 liquide ou de la suspension de phase cristal liquide en 
liposomes. 

2. Procede de preparation de liposomes selon 
la revendication, dans lequel le tensioactif utilise au 
premier stade a une chaine hydrocarbonee en a C^^. 

20 3 - Procede de preparation de liposomes selon 

la revendication 1 ou 2, dans lequel au premier stade on 
utilise un melange comprenant 1 a 50 % en poids de 
tensioactif et 0 a 25 % en poids de cholesterol. 

4. Procede de preparation de liposomes selon 
25 la revendication 3, dans lequel au premier stade on 

utilise un melange comprenant 5 a 25 % en poids de 
tensioactif. 

5 . Procede selon 1 ' une quelconque des 
revendications precedentes, dans lequel au deuxieme stade 

30 on ajoute 1 a 50 % en poids de tensioactif lipidique. 

6. Procede selon la revendication 5, dans 
lequel au deuxieme stade on ajoute 5 a 25 % en poids de 
tensioactif lipidique . 

7 - Procede selon 1 * une quelconque des 
35 revendications precedentes^ dans lequel le tensioactif 
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lipidique est ajoute en une quantite superieure a celle 
du tensioactif utilise au premier stade. 

8 • Precede selon 1 ' une quelconque des 
revendications precedentes, dans lequel les liposomes 
5 obtenus sont disperses dans une phase huileuse, 

9. Precede de preparation d*une phase cristal 
liquide ou d'une suspension de phase cristal liquide qui 
comprend : 

1 ) le melange d ' un sol vant aqueux , d ' un 
10 tensioactif comprenant une tete hydrophile et une chaine 
hydrocarbonee en Cj a Ci^^ d'un sterol et/ou une proteine 
membranaire et/ou d'un produit a encapsuler de fagon a 
obtenir une dissolution du sterol et/ou du produit a 
encapsuler ; 

15 2) le melange de la composition ainsi obtenue 

avec un tensioactif lipidique de fagon a former une phase 
cristal liquide lamellaire homogene ou une suspension de 
phase cristal liquide dans de I'eau. 
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